
PIT W E LTO RG AN I S ATI 0 N FOR GE1STIGES E1GENTUM 

± ^ A Internationales BQro 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 5 

C07K 1/06, 1/04 
O07C 271/22 



Al 



(1 1) Internationale Verfiffentlichungsnumrner: WO 92/22566 

23. Dezember 1992 (23.12.92) 



(43) Internationales 

VeroffentlichuDgsdatum : 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum : 



PCT/EP92/01280 
5. Juni 1992 (05.06.92) 



(30)Prioritatsdaten: 
P41 19 544.2 



13. Juni 1991 (13.06.91) 



DE 



(71) Anmelder (ftir a!le Bestimmungsstaaten ausser US): GE- 

SELLSCHAFT FOR BIOTECHNOLOGISCHE FOR- 
SCHUNG MBH [DE/DE]; Mascheroder Weg 1, D- 
3300 Braunschweig (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75)Erfinder/Anmelder fnur fir US) : BARTL, Ralf [DE/DE]; 
FRANK, Ronald [DE/DE]; Mascheroder Weg 1, D- 
3300 Braunschweig (DE). 

(74)AnwaIt: BOETERS, Hans, D.; Bereiteranger 15, D-8000 
Miinchen 90 (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AT (europaisches Patent), BE (euro- 
paisches Patent), CH (europaisches Patent), DE (euro- 
paisches Patent), DK (europaisches Patent), ES (euro- 
paisches Patent), FR (europaisches Patent), GB (euro 
pSisches Patent), GR (europaisches Patent), IT (europai- 
sches Patent), JP, LU (europaisches Patent), MC (euro- 
paisches Patent), NL (europaisches Patent), SE. (europai- 
sches Patent), US. 



Veriiffentlicht 

Mit internationalem Recherchenbericht. 
Vor Ablaufder fir Anderungen der Anspruche zujgelasse- 
nen Frist Verdffentlkhung wird wiederholt falls Anderun- 
gen eintreffen. 



(54) Title: PROTECTED AMINO-ACID UNIT, ITS PREPARATION AND ITS USE 

(54)Bezeichnung: GESCHOTZTER AMINOSAUREBAUSTEIN, HERSTELLUNG UND YERWENDUNG 

(57) Abstract 



The invention concerns an amino-acid unit for use in peptide synthesis in which a hydrogen atom of the amino group en- 
tering into a peptide bond is protected by a temporary amino protection group which can be cleaved under non-acid conditions. 
It is characterized in that the second hydrogen atom of this amino group is protected by a further protection group which can be 
introduced by a Mannich reaction. The invention also relates to a method of preparing the said amino-acid unit and to its use in 
peptide synthesis. 



(57) Znsammenfassung 

Die Erfindung betrifft einen Aminosaurebaustein fur die Peptidsynthese, bei dem ein Wasserstoff-Atom der eine Peptid- 
bindung einzugehenden Aminogruppe durch eine temporare Aminoschutzgruppe geschiitzt ist, die unter nicht-sauren Bedingun- 
gen abgespalten werden kann, dadurch gekennzeichnet, daS das zweite Wasserstoff-Atom dieser Aminogruppe durch eine weitere 
Schutzgruppe geschfltzt ist, die durch eine Mannich- Reaktion einfQhrbar ist; die Erfindung betrifft zudem ein Verfahren zur Her- 
tellung des obengenannten Aminosaurebaustein s und die Verwendung davon bei der Peptidsynthese. 



UuDIGUCH ZUR INFORMATION 



Code, die *ur Identifizierung von PCT-Vertrag^iaaten aut' den KopfbSgen der Schrifien, die 
iniernationate Anmeldungen gemass dem PCI* veroffeni lichen. 



AT Onerreieh Fl 

AU Amimlicii FR 

8B Barbados CA 

B£ Bcl^eii CS 

BF Burkina haso CN 

BC BuU>irien CR 

BJ Benin HU 

UR Brail he, i l£ 

CA lUnuda * IT 

CF Zciuralc 4lrik.iiib*;hc Republik JP 

CC Konsw KP 

CH SUiwei/ KR 

CI C6lc d'lvoiri; LI 

CM Kaineruii l*K 

CS T*checliu»Iuwalei LU 

DC* Deuuchlund MC 

[)K [lancnurL MC 

ES Spitnicn Ml 



Htmland 
Gabon 

Vcremtfclea KSnigreicli 

Guinea 

Uriec hen land 

U n yarn 

I r land 

I (alien 

Japan 

Dcmokraibchc Vulk»repub1ik Korea 

Repuhlil Korea 

I icchten»icin 

Sri l^anka 

Luxemburg 

Monaco 

MadnfiO&kar 

Mali 



MN 


Mongolei 


MR 


Mauritanien 


MW 


Malawi 


NL 


Niederlande 


NO 


Nurwegen 


PL 


Polen 


RO 


Kuniflnicn 


RU 


Rutobche FSderaliun 


SO 


Sudan 


SE 


Schwcden 


SN 


Senegal 


su 


Soviet Union 


TO 


Tsehad 


TC 


Togo 


US 


Vcruinifitc SMalen von AineriLa 



WO 92/22566 



- 4 - 



PCT/EP92/01280 



Geschiitzter Aminosaurebaustein . Herstellung und Verwendung 



In der molekularbiologischen und medizinischen Forsciiung sind 
chemisch synthetisierte Peptide iOligo- und Polypeptide) zu 
einem wichtigen Hilfsmittel geworden. Sie werden eingesetzt zur 
Herstellung spezifischer Antikdrper fiir Immunaf f initatschromato- 
graphie, Identif izierung unbekannter Genprodukte und Entwicklung 
von Vaccinen gegen Krankheitserreger , als Peptidhormone und de- 
ren Analoga mit agonistischer oder antagonistischer Wirkung, als 
Modellverbindungen in Proteinstrukturuntersuchungen u.v.a. 

Diese Peptide sind iiber Amidbindungen ( Peptidbindungen J ver- 
kniipfte Oligo- bzw. Polymere in bis etwa 150) von Aainosauren. 



I 

n x H 2 N — C — COOH 
I 

H • 
Aminosaurc 



Ri 



H 0 



— HjN — C — C N — C — C-i — N — C — COOH 



I 

H 



H R. 

I I 



m-2 



H 



Peptid 



Im folgenden werden unter Peptiden auch solche verstanden, die 
aufier den 20 naturlichen L-a-Aminosauren auch Nicht-a-, D- bzw. 
chemisch modif izierte Aminosauren (beliebiges R) enthaiten. Die 
chemische Synthese der Peptide erfolgt stufenweise durch 
Verkniipfung (Kopplungi geeignet geschiit'zter Aminosaure- , Di- 
oder Oligopeptidbausteine . Verschiedene Syntheseverf ahren, die 
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sich in der Art der Schutzgruppen und der Chemie der Bindungs- 
kniipfung unterscheiden, gehoren zum Stand der Technik. Einen 
ttberblick geben: 

- R. Bl Merrifield, J. Am. Chem. Soc. , 85, 2149 {1963) 

- E. Wunsch et al. in Houben-Weyl: Methoden der organischen 
Chemie, 4. Auflage, Band 15 (E. Muller, Herausgeber) Thieme, 
Stuttgart, 1974; 

- G. Barany, R. B. Merrifield, The Peptides, Vol. 2 (E. Gross, 
J. Meienhofer, Eds) Academic Press, New York, 1979, p. 1 

Im Verlauf vieler Synthesen kann es zu problematischen Abschnit- 
ten kommen, von denen an die Kopplungsausbeute rapide smkt. Bei 
einzelnen Peptiden kann dies bereits nach sehr wenigen Kopplun- 
gen eintreteri { schwierige Sequenzen). Verantwortlich fiir dieses 
Phanomen ist in erster Linie die Faltung der Peptidkette zu B- 
Faltblattstrukturen durch intra- und intermolekulare Wasser- 
stof f briicken. Die N-terminalen Amino funkti one n sind dann fur 
eine chemische Reaktion nicht mehr vollstandig zuganglich. An 
der Faltung der Peptide sind die Amidprotonen der Peptidbindung 
maBgeblich beteiiigt. (R. C. de L. Milton, S. *C. F. Milton, P. 
4. Adams, J. Am. Chem. Soc, 112, 6039 (1990). 

Bisher sind schon erne Reihe von Versuchen unternommen woraen, 
die Ausbildung der 0-Faltblattstrukturen zu vermeiden. Neben der 
Variation von Temperatur, Losungsmittel und geringere 
Tragerbeladungen wurden auch verschiedene Zusatze wie Salze oder 
Harnstoff wahrend der Synthese getestet (z. B. F. C. We stall, A. 
B. Robinson, J. Org. Chem., 35, 2842 (1970) und R. C. de L. Mil- 
ton et al. 1990, s.o.). 

Das wirkungsvoliste aber auch schwierigste Konzept zur Vermei- 
dung der Wasserstoff briicken setzt auf die chemische Modifizie- 
rung der Aminosaure mit einer zusatzlichen Schutzgrupe fiir das 
zweite N- , insbesondere aN-Proton (H. Eckert, C. Seidel, Angew. 
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Chem., 98, 168 (1986)). Eine wichtig Voraussetzung fur die Syn- 
theseeignung ist die Ortogonalitat der neuen Schutzgruppe zu den 
bereits verwendeten. Auflerdem sollte sie keinen negativen Ein- 
fluB (sterisch oder elektronisch ) auf die Amino funkt ion haben. 
Diese Schutzgruppe bleibt dann wahrend der Synthese erhalten und 
wird erst nach dem Aufbau des vollstandigen Peptids abgespalten, 

GemaB einer Ausfiihrungsf orm wird die der Erfindung zugrundelie- 
gende Aufgabe durch einen Aminosaurebaustein fur die Peptidsyn- 
these gelbst, bei dem ein Wasserstof f-Atom der eine Peptidbin- 
dung einzugehenden Aminogruppe durch eine temporare Aminoschutz- 
gruppe geschutzt ist, die unter nicht-sauren Bedingungen abge- 
spalten werden kann, wobei dieser Baustein dadurch gekennzeich- 
net ist, 

(a) da& das zweite Wasserstof f-Atom dieser Aminogruppe durch 
eine weitere Schutzgruppe geschutzt ist, die durch eine Mannich- 
Reaktion einfiihrbar ist, und 

(b) , sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein urn einen 
Dipeptidbaustein handelt, auch das Wasserstof f-Atom der Peptid- 
bindung durch eine derartige weitere Schutzgruppe geschutzt sein 
kann, oder 

(c) , sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein urn einen 
Oligopeptidbaustein handelt, auch ein bis alle Wasserstof f-Atome 
der Peptidbindungen durch eine derartige weitere Schutzgruppe 
geschutzt sein konnen. 

Bei dem erf indungsgemafien Aminosaurebaustein kann es sich urn 
einen Baustein fiir eine einzelne Aminosaure, urn einen Dipeptid- 
baustein oder um einen Oligopeptidbaustein handein. 

Bei der eine Peptidbindung einzugehenden Aminogruppe kann es 
sich um eine a- oder fi-standige Aminogruppe handein. 
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Bei der temporaren Aminos chut zgruppe kann es sich um eine 
Urethangruppe handeln, beispielsweise Fluorenylmethoxycarbonyl 
[ Fmoc ) . 

Die Carboxylgruppe des Aminosaurebausteins kann frei, ebenfails 
geschiitzt oder aktiviert (Aktivester) vorliegen. 

Der erf indungsgemaBe Aminosaurebaustein kann durch erne weitere 
Schutzgruppe ( R ' ' ' -X-CH2 - ) gekennzeichnet sein, die unter 
Verwendung von Formaldehyd und einer H-aziden Verbindung iR ,,> - 
X-H; R* 1 ' : Rest der Mannich-Reaktionskomponente), bei der das 
azide H-Atom mit einem Heteroatom (X) mit freiem Elektronenpaar 
verknupft ist, beispielsweise eines Alkohols (R ,,, -OH), eines 
Thioalkohois (R^'-SH) oder eines sekundaren Amins (R ,,f -NR lv H; 
R* v : weiterer Rest der Mannich-Reaktionskomponente, kein Wasser- 
stoff), mit Hilfe der Mannich-Reaktion einfuhrbar ist. 

GemaB einer weiteren Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung ein 
Verfahren zur Hersteiiung eines Aminosaurebausteins fur die Pep- 
tidsynthese, das dadurch gekennzeichnet ist, da6 man von einem 
iiblichen Aminosaurebaustein ausgeht, bei dem ein Wasserstoff- 
Atom der eine Peptidbindung einzugehenden Aminogruppe durch eine 
temporare Aminoschutzgruppe geschiitzt ist, die unter nicht-sau- 
ren Bedingungen abgespaiten werden kann, und das andere Wasser- 
stoff-Atom frei ist, und diesen iiblichen Aminosaurebaustein 
einer Mannich-Reaktion unter Verwendung einer H-aziden Verbin- 
dung (R ,f, -X-K), bei der das azide H-Atom mit einem Heteroatom 
(X) mit freiem Elektronenpaar verknupft ist, beispielsweise un- 
ter Verwendung eines Alkohols, eines Thioalkohois oder eines se- 
kundaren Amins, unterwirft. 

Die erf indungsgemaBen Aminosaurebausteine lassen sich sur 
Peptidsynthese , insbesondere zur Peptidsynthese nach Merrifield 
und beispielsweise nach der Fmoc-tBu-Methode verwenden. 
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Fiir das erf indungsgemaBe Synthesekonzept wurden also Schutzgrup- 
pen auf der Basis aminomethylierter Verbindungen der allgemeinen 
Formel R'^-X-CHz- entwickelt. Darin bedeutet X ein Heteroatpm 
mit freiem Elektronenpaar und R 1 ' ' einen beliebigen Rest der 
Mannich-Reaktionskomponente . Diese Schutzgruppen konnen sauer 
abgespalten werden. 

Zur Herstellung des erf indungsgemaBen Aminosaurebausteins kann 
man von einem ublichen Aminosaurebaustein der folgenden allge- 
meinen Formel ausgehen: 



R-CO-NH-CHR 1 -C0OR 9 ' 
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Die entstehende Aminosiure entspticht dann R— Q — N— CHR'— COR" 

II I 
0 CH 2 
I 

X 



mit R-CO: a-Aminoschutzgruppe nach Stand der Technik, die untex nicht sauren 
Bedingungen abgespalten werden kann; R': Seitenketteder AS; R": OH, Aktivester oder 
Schutzgruppe; R'": Rest der neuen Schutzgruppe; X: O, S, NR N (R N * H) etc. 

Die Hnfuhrung der Schutzgruppe durch eine Mannich-Reaktion (z. B. M. TramontM, L. 
Angiolini, Tetrahedron. 46, 1791 (1990) (Review)) erfolgt-nach dem folgenden Schema: 

R— C— N— CHR'— COR" 
II I 

r-C-N-CHR'-COR" ~ H ?° - 0 9 H 2 

R-XH . CH,0 - M I - frHjQ i 

R'" 

Prinzipiell ISBt sich eine solche Mannich-Reaktion auch mit einem voUgeschutzen Di- oder 
OligopepUd durchfuhren. Dabei wird die neue Schutzgruppe sowohl am N-Terminus, als 
auch an den mittelstandigen Peptidbindungen eingeffihrt. Damit lieAe sich ein in den fur die 
Peptidsynthese verwendeten Losungsmittel unlSsliches Oligopeptidfragment in eine losliche 
Form ubcrfuhren. Die Abspaltung erfolg als RQckreaktion. 

Im Folgenden wird die Anwendung dieses Konzepts in der Fmoc-Strategie aufgezeigt (G. B. 
Fields, R, L. Noble, Int. J. Peptide Protein Res., 35, 161 (1990)). 



CH-CH 2 -0-C-N-CHR' -COOH 
/ II I 

S 0 CH 2 

X 

I 

R 

Geschiitzte Fmoc-Aminosaure 




WO 92/22566 PCT/EP92/01280 

- 7 - 

Beispiele fur die Variationsvielfalt der Schutzgruppen sind 
Fmoc-(Ptm)Gly-OH Ptm: Phenylthiomethyl- 

Fmoc-(Ptm)Ala-OH 
Fmoc-(Ptm)Val-OH 

Fmoc-(Etm)Ala-OH Etm: Ethylthiomethyl- 

Fmoc-(Etm)Val-OH 

Fmoc-(Mom)Gly-OH Mom: Methyloxymethyl- - 
Fmoc-(Mom)Ala-OH 

Fmoc-(Bom)Val-OH Bom: Benzyloxymethyl- 

die als farblose, zahe Ole erhalten werden. Zur vereinfachten linearen Schreibweise wird die 
zusatzliche ofN-Schutzgruppe in runden Klammern vor das Symbol fur die Aminosaure 
gesetzt. 

Bei der Einfuhrung der neuen Schutzgruppe fillt die neue Aminosaure als 
rotationsgehindenes Konformerengemisch der CO-N-Bindung an (Signalverdopplung im 
NMR-Spektrum), was aber fur die Peptidsynthese nicht von Belang ist. 

Die Einsetzbarkeit dieser Aminosaurederivate fur die Peptidsynthese konnte durch die 
Darstellung eines vollstandig geschutzten Tripeptid gezeigt werden. Die Synthese des Fmoc- • 
(Mom)Gly-fMom)Gly-Val-OBz erfolgte in Losung. 

Fur die Untersuchungen der Kopplungsausbeuten im Verlauf der Synthese einer schwierigen 
Modelsequenz (Ala) 13 wurde die Festphasensynthese herangezogen. Fur die zweite a-N- 
Schutzgruppe wurde die Phenylthiomethyl-Gruppe (Ptm) gewahlt. Wahrend der Synthese mit 
konventionellem Fmoc-Ala-OH beobachtet man schnell einen allmahlichen Ausbeuteabfall. 
Bei Venvendung der neuen, geschutzten Aminosaure Fmoc-(Ptm)Ala-OH findet man unter 
gleichen Reaktionsbedingungen keine Ausbeuteverluste. 
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O Fmoc-(Ptm)A!a-OH 
> Fmoc-Ala-OH 



i 1 1 1 1 1 1 1 1 1 i i 

23456789101112 

Kopplungen 



Methoden 

AUgemeine Darstellung der Aminosauren 

1 mmol konventionell geschutzte Aminosaure (gegebenfalls als Alkalisalz mil kat. Mengen 
Citronensaure) werden mit ca. 3-6 fachem UberschuB Paraformaldehyd und ca. 10 fachem 
UberschuB H-acider Verbindung in einem gasdichten und dmckstabilen ReaktionsgefaB 
eingeschlossen und 2 d bei 90-100 °C geruhrt. Die Reinigung erfolgt durch 
Flussigkeitschromatographie uber C-18 Kieselgelmaterial in saurefreiem 
Acetonitril/Wassergradienten. 
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Darstellung von Fmoc-(Mom)GIy-(Mom)GIy-Val-OBz 
Fmoc-(Mom)GIy-OLi 

Fmoc-Gly-OH wird vorteilhaft als Iithiumsalz fur die o. a. Vorschrift eingesetzt. Fmoc- 
(Mom)Gly-OLi wird nahezu quantitativ erhalten. 

MSlCi9H 1s) NQ 5 J2411EI: m/e (%) = 341 (1, M^), 30 (2, M + -CH 3 OH), 266 (< 1, 309- 
C0 2 +H + ), 178 (100, Fluorenyl) 

Fmoc-(Mom)Gly-VaI-OBz 

48,6 nmol Fmoc-(Mom)Gly-OLi und 50 nmol HOBt werden in 200 fd DMF gelost und mit 
48,6 fimol DIPC 15 min voraktivien. 121 fimol H-Val-OBz-HCl und 100 junol DMAP 
werden in 200 yl DMF gelost und beide Ldsuhgen Vereinigt. Nach 1 h wird mit etwas 
Wasser versetzt und die Losung im Vakuum eingedampft. Trennung durch Fliissigkeits- 
chromatographie mit Acetonitril/Wasser uber C-18 Kieselgel ergibt ca. 50 % Dipeptid. 
MS1X31H34M206J23J21FAB-T: m/e (%) = 553 (1, M T +Na), 531 (1. M~), 499 (12, M- 
CH 3 0"), 277 (10, 499-Fmoc), 179 (Fluorenyl) 

H-(Mom)Gly-Val-OBz 

Das Fmoc geschutzte Dipeptid wird mit ca. 300 ^1 20% Piperidin/DMF 20 min behandelf 
und nach Abziehen des Ldsungsmitteis im Vakuum w. o. chromatographisch getrennt 
(quantitativ). 

MSi_Q l6 H 24 M 2 Q 4 i20J}FAB+: m/e = 277 (9, M-CH 3 0-), 265 (100. 277-CH,) 
Fmoc-(Mom)GIy-(Mom)Gly-Val-OBz 

70 Mmol Fmoc-(Mom)Gly-OLi werden mit 2 eq. HOBt und 1,1 eq. DIPC in 200 fil DMF 

15 min voraktivien und mit 23 nmol Dipeptid/200 ^1 DMF versetzt. Nach einer Stunde wird 

mit etwas Wasser versetzt und fur die Analytik durch HPLC getrennt. 

MS: C 3SH41H3Q 8 (631) FAB^-: m/e = 556 (88, M T -r2H-Phenyl), 334 (100. 556- 

Fluorenyl) 

Darstellung der Ptm-AS Fmoc-(Ptm)Ala-OH 

109,7 mg (0,33 mmol) Fmoc-Ala-OH-H 2 0. 50 mg (1.56 mmol) Paraformaldehyd und 400 
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fd Thiophenol werden wie oben umgesetzt. Chromatographic ergibt 40% Produkt als 
feibloses, zahes 01. 

MS^C^H ^NO^ FAB-h: m/e = 456 (1, M^+Na), 434 (2, MtIT"), 324 (13, M~- 
Thiophenyl), 179 (100, Ruorenyl) 

Die Synthese des (Ala) l3 erfolgte auf Cellulose-Disks mit saurelabilem Benzyllinker (R. 
Frank, R. Doring, Tetrahedron, 44, 6031 (1988)), die bereits mit Fmoc-Ala-OH beladen 
waren. Die Kopplung der ubrigen AS erfolgte in 20 mM Aminosaurelosung mit ca. 4- 
fachem UberschuB zur Filterbeladung in DMF. 

Je 1 eq. der entsprechenden Aminosaure wurde mit 1,5 eq. HOBt und 1,2 eq. DIPC 15 min 
voraktiviert und auf die mit 10 yl Bromphenolblaulsg. (1 mg/1 ml DMF) angefarbten Filter 
gegeben. Nach einer Stunde Schwenken der Filter in der Reaktionsisg. wurden die noch 
gefarbten Filter mit je DMF, CH 2 C1 2 , DMF je dreimal gewaschen und erneut eine Stunde 
mit Aminosaurelsg. behandelt. Noch gefarbte Filter wurden nach erneutem Waschen mit 30 
fd Ac^O/DIPEA (1:1) in 100 yl DMF acetyliert. Anschlieflend wurden mit je 300 yl 2055 
Piperidin/DMF die Fmoc-Schutzgruppen gespalten. Zur Besrimmung . der Kopplungs- 
ausbeuten wurde das Dibenzofluven-Piperidin in CH 2 C1 2 UV-Vermessen (e 301 ^ = 8550). 

Die abschlieBende Abspaltung des Peptids erfolgte mit 95% TFA, 3% Cystein, 2% H 2 0. 
Das lyophilisiene Produkt wurde dann durch HPLC getrennt und durch FAB-MS 
nachgewiesen. 
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Abkurzungverzeichnis 
AC2O Essigsaureanhydrid 
Bom Benzyloxymethyl 
DIPEA Diisopropylethylamin 
DMAP Dimethylaminopyridin 
DMF Dimethylformamid 
DIPC Diisopropylcarbodiimid 
H ElektronenstoMonisation 
Etm Ethylthiomethyl 

FAB+ Fast Atom Bombardment, positive Ionen 

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 

HOBt Hydroxybenzotriazol 

HPLC High Performance Liquid Chromatography 

MS Massenspektroskopie 

Mom Methyloxymethyl 

NMR Nuaciear Magnetic Resonance 

Ptm Phenylthiomethyl 

TFA Trifluoressigsaure 

UV Ultraviolett-Spektroskopie 
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iSr \ 7 • * 
CH-CH 2 -0-C 


-N-CH 2 -COOH 








I 




0 




IT 


1 

4 CH 3 



Fmoc-(Mom)Gly-OH 



i H-NMR r300 MHz. CDCU 
S (ppm) Aufspaltung J (Hz) 



Integral Position 



7,76 
7,59 
7,40 
7,31 

4,82/4,59 
4.55/4,39 
4,25 

4!04/3,98 
3,23/3,01 



s-2 

d-2 

dt 

s-2 

s-2 



-7 
-6 
-7 
-6 

6,0/7,0 
-6,5/6,5 



2H 
2H 
2H 
2H 
2H 
2H 
1H 
2H 
3H 



} 



9- H, 12-H 

15- H, 18-H 

10- a H-H 

16- H, 17-H 

3- H 

6- H 

7- H 
2-H 

4- H 



i3 C-NMR r75 MHz. 030,1 



S (ppm) 


Aufspaltung 


Position 


171.2^171,10 


s-2 


C-l 


156,09/155,71 


s-2 


C-5 


143,70 


s 


C-8. C-13 


141.23/141,11 


s-2 


C-14, C-19 


127,70 






127.10 


! 1 


C-9 - C-12 


125,06/124,75 


d-2 f 


C-15 - C-18 


119,90 


d J 




79,44/78,91 


t-2 


C-3 


67,90/67,30 


t-2 


C-2 


55,75/55,15 


q-2 


C-7 


47,07 


q 


C-4 


46.79/46,56 


t-2 


C-6 



s = Singulett, d = Dublett, t = Tripiett, q = Quartett, dt » Dublett von Tripletts, ' ' = 
mit Feinaufspaltung 
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Patentanspriiche 

1. Aminosaurebaustein fur die Peptidsynthese ♦ bei dem ein Was- 
serstof f-Atom der eine Peptidbindung einzugehenden Amino- 
gruppe durch eine temporare Aminoschutzgruppe gesfchiitzt ist, 
die unter nicht-sauren Bedingungen abgespalten werden kann, 
dadurch gekennzeichnet , 

(a) daS das zweite Wasserstof f-Atom dieser Aminogruppe durch 
eine weitere Schutzgrupe geschiitzt ist, die durch eine Man- 
nich-Reaktion einfiihrbar ist, und 

(bi, sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein um einen Di- 
peptidbaustein handelt, auch das Wasserstof f atom der Peptid- 
bindung durch eine derartige weitere Schutzgruppe geschiitzt 
sein kann, oder 

(c), sofern es sich bei dem Aminosaurebaustein um einen Oli- 
gopeptidbaustein handelt, auch "ein bis alle Wasserstof fatome 
der Peptidbindungen durch eine derartige weitere Schutzgruppe 
geschiitzt sein konnen . 

2. Aminosaurebaustein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
daB es sich bei dem Aminosaurebaustein um einen Baustein fur 
eine einzelne Aminosaure, um einen Dipeptidbaustein oder um 
einen Oligopeptidbaustein handelt. 

3. Aminosaurebaustein nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB es sich bei der eine Peptidbindung einzugehen- 
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den Aminogruppe urn exne alpha- Oder beta-standige Aminogruppe 
handelt , 

4. Aminosaurebaustem nach einem aer vorhergehenden Anspruche, 
dadUrch gekennzeichnet , daii es sich bei der temporaren Ami- 
noschutzgruppe um eine Urethangruppe handelt, beispieisweise 
Fluorenylmethoxycarbonyl ( Fmoc ) . 

5. Aminosaurebaustexn nacn einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet * datt die Carboxylgrunpe des 
Aminosaurebausteins frei, ebenfalls geschiitzt Oder aktiviert 
(Aktivester) voriiegt. 

6. Aminosaurebaustein nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
gekennzeichnet durch exne wextere Schutzgruppe ( R 1 ' * -.\-CH2 - l , 
die unter Verwendung von Formaldehyd und einer H-azxden V'er- 
bindung IR' 1 1 -X-H : R* 1 1 : Rest der Mannich-Reaktionskompo- 
nente), bei der das azide H-Atom mit einem Heteroatom (X) mit 
freiem Elektronenpaar verknupft ist, beispieisweise eines Al- 
kohols (R'"-OH>, eines Thioalkohois (R ,,, -SH) oder eines se- 
kundaren Amins CR^'-NR^'H: R 1V : weiterer Rest der Mannich- 
Reaktionskomponente, kein Wasserstof f ) , mit Hilfe cier Man- 
nich-Reaktion einfiihrbar ist, 

7. Verfahren zur Hersteilung eines Aminosaureoaustems fur die 
Peptidsynthese . dadurch gekennzeichnet . dafci man von einem ub- 
iichen Aminosaurebaustein ausgeht, bei dero em Wasserstof f- 
Atom der eine Peptidbindung emzugenenden Amxnogruppe durch 
eine temporare Amxnoschutzgruppe geschiitzt xst. dxe unter 
nicht-sauren Bedingungen abgespalten werden kann, und das an- 
dere Wasserstof f-Atom frei ist, und diesen ublichen Aminosau- 
rebaustein einer Mannich-Reakt ion unter Verwendung einer H- 
aziden Verbindung (R"'-X-H). bei der das aziae H-Atom mit 
einem Heteroatom (X) mit freiem Elektronenpaar verknupft ist. 
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- ir- 

beispielsweise unter Verwendung eines Alk h Is, eines Thioal- 
kohols oder eines sekundaren Amins, unterwirft. 

8. Verwendung eines Aminosaurebausteins gemafi einem der Anspru- 
che 1 bis 6 zur Peptidsynthese . 

9. Verwendung nach Anspruch 8 bei der Peptidsynthese nach Mer- 
rif ield. 

10. Verwendung nach Anspruch 9 bei der Peptidsynthese nach Mer- 
rifield gemafi der Fmoc-tBu-Methode . 
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